
１．緒 言

下垂体からの成長ホルモン（GH）分泌は growth
 

hormone releasing hormone（GHRH）と somatos-

tatinにより調節されているが，1970年代よりオピ

オイド系の低分子ペプチドが弱いながらも GH放

出を誘起することが報告され，GH放出促進因子

（growth hormone secretagogue，GHS）と呼ばれ

ていた。このペプチドを改良した growth hormone-

releasing peptide-6（GHRP-6）は，強い GH分泌促

進作用を in vitroだけではなく in vivoでも示した

（Bowers et al., 1980;1984）。下垂体の GH分泌細

胞に対する GHRHと GHRP-6の作用を比較する

と，GHRHによる分泌には細胞内 cAMPの増加

が，GHSによる分泌には細胞内 Ca の増加が関与

していることが明らかになった（Blake and Smith,

1991）。このことは GHSが GHRH受容体とは別の

受容体に作用し GH分泌を促進することを示して

いる。この受容体は GHS-Rと呼ばれ，発現クローニ

ング法によって1996年にクローニングされた

（Howard et al.,1996）。グレリンは GHS-Rの内因

性リガンドとしてラットの胃から発見された28個

のアミノ酸からなるペプチドである（Kojima et al.,

1999;Kojima and Kangawa,2005）。このペプチド

の特徴として３位セリンのオクタン酸修飾がある。

このような脂肪酸修飾を受けた活性ペプチドは現在

のところグレリンのみであり，この脂肪酸修飾はグ

レリンの生物活性発現に必須である。現在，グレリ

ンは魚類から哺乳動物まで多くの種類の脊椎動物で

その存在が報告されている。哺乳動物ではＮ末端の

１位から10位までの構造（GSS(n-octanoyl)

FLSPEHQ）が同一であり，進化の過程でも保存さ

れてきたペプチドと考えられている（Kojima and
 

Kangawa,2005）。生体には，セリンが脂肪酸修飾を

受けているグレリンの他に，活性はグレリンと同じ

で14位のグルタミンを欠く des-Gln グレリン

（Hosoda et al.,2000a）や，脂肪酸修飾を受けてい

ない非活性型のデスアシルグレリン（des-acyl
 

ghrelin）が存在している（Hosoda et al.,2000b）。

当初，デスアシルグレリンはグレリンから脂肪酸が

取れた分解産物と考えられていたが，近年，脂肪酸

転移酵素（ghrelin-O-acetyltransferase,GOAT）が

発見され，この酵素の発現がグレリンを生成・分泌

する胃で高いことから，デスアシルグレリンはグレ

リンの前駆体と考えられるようになった（Yang et
 

al.,2008）。

グレリンは，GHS-Rに結合し GH分泌を促進す

る活性物質として発見されたため GH放出作用が

注目されていたが，その後の研究により他の下垂体

ホルモンの分泌刺激作用，食欲刺激作用（摂食量増

加作用），胃酸分泌促進作用，心血管作用，内分泌刺

激作用，消化管運動促進作用が報告され，多くの生

理作用を誘起する多機能な消化管ペプチドであるこ

とが明らかになった（Kojima and Kangawa,2005;
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Peeters,2005）。この作用の多様性は，グレリンの作

用点となる GHS-Rが種々の組織に発現しているこ

とに起因している（Guan et al.,1997;Gnanapavan
 

et al.,2002;Davenport et al.,2005;Ueberberg et
 

al.,2009）。GHS-Rには，７つの膜貫通領域を有し，

Gq/11と共役し細胞内情報伝達物質として

inositol-trisphosphateと diacylglycerolを産生し

種々の反応を仲介する GHS-R1a（機能的受容体）と

１番目から５番目までの膜貫通領域しか持たず，グ

レリン受容体としての機能を示さない GHS-R1bが

存在する（Kojima and Kangawa, 2005, Peeters
 

2005）。

モチリンはブタ十二指腸粘膜から分離精製された

22個のアミノ酸からなるペプチドホルモンであり，

Ｇ蛋白質共役型のモチリン受容体に作用して生理反

応を誘起する（Itoh Z.,1997）。モチリンの作用点で

あるモチリン受容体と GHS-R1aのアミノ酸配列は

類似しており，ヒトの両受容体では全体で52％，７

つの膜貫通部位では86％の相同性がある。また，こ

れらのリガンドであるモチリンとグレリンも部分的

にアミノ酸配列が類似している（36％，Asakawa et
 

al.,2001;Peeters,2005）。グレリンとモチリンの構

造が類似すること，グレリンが胃粘膜で産生分泌さ

れること，受容体の構造が類似することなどからグ

レリンの消化管運動におよぼす影響が広く研究され

ている。グレリンはヒト，ラット，マウスにおいて，

in vivoで胃排出能を増加させ腸管輸送能を促進す

る。また，in vivoの運動測定実験では，ラット，マ

ウスおよびモルモットにおいて胃の運動を亢進する

ことが報告されている（Masuda et al.,2000;Fujino
 

et al.,2003;Fukuda et al.,2004;Depoortere et al.,

2005;Kitazawa et al.,2005;Tack et al.,2005,2006;

Nakamura et al.,2010）。迷走神経の切断や知覚神

経を破壊する capsaicin処置によりグレリンの消化

管運動亢進作用が抑制されることから，グレリンは

迷走神経終末の GHS-Rに作用して迷走-迷走神経

反射経路を刺激することが示された（Fujino et al.,

2003;Fukuda et al.,2004;Nakamura et al.,2010）。

しかながら，グレリンが迷走神経遮断後にも消化管

運動を亢進すること，摘出消化管でも収縮亢進作用

が誘起されることから，胃腸管自体にも GHS-R1a

が存在し消化管収縮に寄与することもわかっている

（Dass et al.,2003;Fujino et al., 2003;Edholm et
 

al.,2004;Kitazawa et al., 2005）。グレリンの消化

管運動に与える影響の in vivo解析は，これまで

ラット，マウス，モルモット，ヒトおよびイヌの５

種類の動物で行われている。イヌを除く４種類の動

物種では，グレリンにより消化管運動の亢進が起き

ることが明らかになっているが，イヌでは，グレリ

ンは GH分泌を刺激するが，消化管運動や胃排出能

に影響を与えないことが報告されている（Masuda
 

et al.,2000;Kitazawa et al.,2005;Ohno et al.,2006;

Tack et al.,2006;Nakamura et al.,2010）。また，

GHSである GHRP-2適用によりイヌ消化管運動は

亢進されず，むしろ減弱するとの報告もある

（Kudoh et al.,2009）。これまでの機能的検討で，グ

レリンが in vivoで消化管運動を亢進しないのはイ

ヌだけであり，このことはグレリン研究においてイ

ヌが興味深い動物種であることを示唆する。

グレリンは GH放出や食欲，内分泌・外分泌を調

節することによりエネルギーの摂取と消費を調節

し，生体機能の維持に重要な役割を果たしている。

ヒトでは，このグレリンが関与する調節機構の破綻

により神経性食欲不振症や過食症などの摂食障害，

それらに起因する肥満，糖尿病等の内分泌性疾患が

起きる可能性が示されている（Kojima and Kang-

awa,2005）。また消化管関連では，胃腸管運動障害，

過敏性腸症候群，クローン病およびある種の腫瘍で

血中グレリン濃度が変化することが明らかになって

いる（Jeffery et al.,2011）。これらのことから，ヒ

トではグレリンおよびその関連化合物を食欲不振や

消化管運動障害の治療に適用できる可能性を求め臨

床研究が進んでいる。近年，獣医の臨床領域でも飼

養環境の改善や獣医療の発展により動物の寿命が伸

び，愛玩動物であるイヌやネコにおいて肥満，糖尿

病や腫瘍などの「生活習慣病」が増加する傾向にあ

る。このような病態にグレリンが関与している可能

性を否定することは出来ない。しかしながら，現在，

イヌに関するグレリンの基礎的知識はそれほど多く

なく，病気との関連も肥満で血中グレリン濃度が増

加することが確認されているにすぎない（Yo-

koyama et al.,2005b）。

本研究では，獣医臨床上，重要な動物種でありグ

レリンの消化管運動におよぼす影響が他の哺乳類と

は異なるイヌにおいて，グレリン関連の基礎的知見

を集めることを目的として，①GHS-R1aのクロー

ニング，②GHS-R1aの組織分布，③摂餌，絶食によ

るグレリン濃度の変動，④各種疾患における血中グ

レリン濃度の変化の４点について検討した。

２．実験材料と方法

イヌを用いた全ての実験は酪農学園大学実験動物

委員会が定めたガイドラインに従って実施した（承

認番号，VH21B25，VH23B4）。
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１）実験動物

本実験において，血液試料の採取は，臨床的に健

康なビーグル犬10頭を用いて行った。性別は雄３

頭，雌７頭，年齢は2～5歳（平均値３歳），体重は

7.5～18.0kg（平均値11.7kg）であった。各個体は

十分な広さのケージ内（0.7×1.2×1.2m）で一頭ず

つ飼育し，建物内の温度は18℃～28℃，清潔な飼育

環境を保った。通常，水は水道水を自由飲水させ，

食餌は１日２回（9：00と18：00）体重当たり20g

を与えた（3.77kcal/g，Science Diet Adult,Hill’s）。

２）血中グレリン，グルコースおよびインスリン

濃度測定法

各実験１週間前から，実験項目に合わせて食餌の

回数を１日１回（9：00）または１日２回（9：00と

18：00）に設定し馴化させた。この際，１日に摂取

させるカロリーは以下の式で計算し一定とした

（1.8×（30×体重（kg）＋70）kcal）。このように決

まった食餌スケジュ―ルを繰り返しているイヌ（６

頭）で，２時間間隔で採血を行い，その血中グレリ

ン（アシルグレリン），血中デスアシルグレリン，グ

ルコース，インスリン濃度を測定し，摂餌との関係

を検討した。採血は頚静脈または橈側皮静脈から行

い，採取した血液は EDTA/アプロチニン入り採血

管に移し転倒混和した。得られた血液試料は氷上保

存し，採血から10分以内に４℃で3000回転，15分

間の条件で遠心し血漿分離を行った。遠心して得ら

れた血漿は，測定項目毎にエッペンドルフチューブ

に分注し，測定まで－30℃で保存した。

絶食および再摂餌の血漿グレリン濃度に与える影

響を明らかにするために１日２回の摂餌で一週間順

化したイヌ６頭を48時間絶食した後，再摂餌させそ

の前後で採血を行い，血漿グレリン，グルコ―ス，

インスリン濃度の変化を検討した。摂餌を行わない

群も設定し，血漿グレリン濃度の絶食（空腹）期で

の推移を明らかにした。採血は前述したように頚静

脈又は橈側皮静脈から行い，摂餌の時間を０分とし，

摂餌前60，40，20分，摂餌後は10分または20分の

間隔で最大で340分まで行い，絶食および摂餌の血

中ホルモン濃度，グルコ―ス濃度におよぼす影響を

検討した。

血中グレリンの測定には血漿を塩酸で酸性化する

ことが推奨されているので，塩酸処置した血漿サン

プルと塩酸処理をしなかった血漿サンプルのグレリ

ン濃度を比較した。その結果，それぞれのサンプル

でのグレリン濃度は64.0±7.1fmol/ml（n＝40），

5.8±0.7fmol/ml（n＝20）であり，両者の間には有

意差が認められた。それ故，グレリン測定用の血漿

は，血漿当たり1/10容量の１N塩酸を加えた後に

攪拌し凍結した。血漿グレリン濃度の測定には

Active ghrelin ELISA kit（SCETI株式会社），血

漿デスアシルグレリン濃度の測定には Desacyl
 

ghrelin ELISA kit（SCETI株式会社）をそれぞれ

使用した。また，血漿インスリン濃度の測定には，

イヌインスリン測定キット（森永生化学研究所）を

用いた。いずれの場合も凍結しておいた血漿試料を

室温で解凍した後に，キットに附属していたマニュ

アルに従って分注・反応させ吸光値をマイクロプ

レートリーダー（Thermo株式会社）で読み取り，

血中１ml中の濃度に換算した。血中グルコース濃度

は，BECKMAN・COULTER SYNCHRON Clini-

cal System CX（ベックマン・コールター株式会社）

で測定しmg/dlで示した。

３）動物病院から得た血液サンプルでのグレリン

濃度の測定

2011年１月から８月までの期間，酪農学園大学動

物病院（江別市）に来院したイヌ（72頭（雄37頭，

雌35頭），年齢1～15歳）から飼い主の同意を得て

診断のために採血した血液から得た血漿の一部を塩

酸処理し，グレリン測定用サンプルとして保存した。

各種の症例の中から消化器系疾患と内分泌性疾患の

２群を抽出した。さらに，消化器系疾患は多中心型

リンパ腫，消化器型リンパ腫，炎症性腸疾患，リン

パ管拡張症に，内分泌性疾患は甲状腺機能低下症，

クッシング病，アジソン病に区分して，各疾患イヌ

の血中グレリン，デスアシルグレリン濃度を測定し，

正常イヌの値と比較し種々の病態でグレリン濃度が

変化するか否か考察した。正常犬の血漿グレリン値

は，摂餌前に来院するイヌが多いことから，日内変

化を検討した実験の摂餌前（午前８時）の値を使用

した。

４）イヌGHS-R1aのクローニング

麻酔下で安楽致死させたビーグル犬（2011年７

月，合計４頭，雄１頭，雌３頭，9-12Kg，平均８歳）

から下垂体を摘出し，細切後 RNAlater中にて保存

した。Total RNAは TRIzol試薬（Invitrogen）を

用いて抽出した。１μgの total RNAをQuantiTex-

t RT KitとOligo-dTプライマーを用いて逆転写し

cDNAを作製した。

イヌ GHS-R1aの塩基配列はNCBI（http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/）に登録されている部分配

列を参照した（NM 001099945）。この配列を基に受
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容体タンパク質をコードしている部分を増幅するプ

ライマーを作製した（dog GHSR-code-s:ATG CGG
 

AAC GCG ACG GCC CGC GAG;dog GHSR-code-

AS: TCA TGT ATT AAT ACT AGA CTC
 

TGT）。上述の下垂体 total  RNAから作製した

cDNAを鋳型として，HotSTAR Taq Plus mix

（QIAGEN）を用いて RT-PCRを以下の条件で行っ

た（95℃で５分，その後95℃で0.5分，58℃で0.5

分，72℃で１分のサイクルを35サイクル繰り返し，

その後72℃での伸長反応３分）。約1000bp付近に

見られた単一バンドを切り出し，Wizard PCR
 

preps（Promega）で DNA産物を抽出後，pCRII-

TOPOベクター（Invitrogen）にサブクローニング

して大腸菌（JM109）に形質転換した。大腸菌はア

ンピシリンを含むアガロース培地に播種後，37℃で

16時間以上培養した。増殖したコロニーを数個ピッ

クアップし，一部をM13 forwardおよび reverseプ

ライマーにて PCRを行い，インサートのサイズを

確認した。また，一部は 2YT培地にて大腸菌を増殖

させた。目的サイズのインサートを含む大腸菌から

プラスミド DNAを抽出し，BigDye Terminator
 

Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems），M13
 

forwardあるいは reverseプライマーを用いて

PCRを行い，塩基配列解析用 DNA産物を調整し

た。塩基配列はABI  3130DNAシーケンサー

（Applied Biosystems）を用いて解析した。

５)定量的リアルタイムPCRによるイヌGHS-

R1a mRNA量の定量（中枢神経系と末梢組織）

GHS-R1a mRNA量を定量するため，標準となる

DNA溶液を上述した方法でクローン化したプラス

ミド DNAから調整した。塩基配列を確認したプラ

スミド DNAは制限酵素（Xba-I）を用いて37℃，１

時間で消化し直鎖２本鎖 DNAとした。フェノー

ル・クロロホルム精製後，エタノール沈殿を行い洗

浄した。適量のMilliQ水に溶解して定量し，5×10

分子/μlになるように TE溶液にて希釈した。

リアルタイム PCRにはQuantiFast  SYBR
 

Green PCR Kit（QIAGEN）を用いて，LightCycler
 

480（Roche）にて測定した。QuantiFast  SYBR
 

Green mix（20μl）は1×10～1×10 分子を含む

DNA標準溶液，またはサンプルの鋳型 cDNA（100

ng），0.5pM プライマー（dog GHSR1a-Q-s:GGT
 

GTC CAG CGT CTT CTT CTT CCT; dog
 

GHSR1a-Q-AS:ACA CCA CGA CAG CGA GCA
 

TCT TCA）にて構成された。PCRは以下のプログ

ラムで行い（95℃で５分，その後95℃で10秒，60℃

で30秒の繰り返しを40サイクル），その後，PCR産

物の融解曲線を解析した。DNA量は，LightCycler
 

480 softwareの 2nd Derivative Max法を用いて定

量し，融解曲線による解析で目的物が増幅されてい

ると判断でき，さらにアガロースゲル電気泳動で目

的サイズのバンドが検出されたものについてデータ

集計した。

６）統計処理法

論文中に表記された数値は，各例数における平均

値とその標準誤差（mean±S.E.M）を示している。

また，各実験において２群間の平均値における差の

検定は Student’s t-testを用いて行い，危険率が５％

未満（p＜0.05）を有意差があると判断した。２種類

の測定値間の相関の検定は，正規分布していないも

のではスピアマンの順位相関係数を，正規分布して

いたものではピアソンの相関係数を用いて行った。

３．結 果

１)イヌGHS-R1aのクローニングと他動物種と

の比較

登録されている GHS-R1aの部分配列（NM
 

001099945）を参考にして，イヌでグレリンの作用点

となる GHS-R1aをクローニングし，図１にそのア

ミノ酸配列を示した。イヌの GHS-R1aは349個の

アミノ酸から構成され，ブタ，ウシ，ウマ，ウサギ，

ラット，マウス，モルモット，ヒトなどの哺乳動物

とは85～87％程度の相同性を示し，系統樹解析では

単独の系統として分類された（図２）。一方，哺乳動

物以外の動物種との比較では，有袋類のオポッサム

では相同性は低下し（75％），鳥類や魚類においても

相同性は56～70％程度であった（図２）。

２）イヌGHS-R1aの組織分布

イヌの脳を10箇所に区分し，各４頭において

GHS-R1a mRNAの発現量を解析した。mRNAの

発現は，下垂体で最も高く（5,075±2,847copies/

100ng  total  mRNA），次いで嗅球（1,070±823

copies），小脳（823±610copies）で多かった。中枢

の他の部位では，視床下部が370±178copiesであ

り，大脳皮質（51±38copies），海馬（65±17copies），

視床（82±32copies），中脳（188±62copies），橋

（140±38copies）および延髄（156±54copies）に比

べ高い遺伝子発現を示した。

末梢組織では，食道，胃食道部，胃幽門部，十二

指腸，空腸，回腸，結腸，肝臓，心房，心室，腎臓，

副腎，膵臓において GHS-R1a mRNAの発現を検討
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したが，肝臓以外では RT-PCRのバンドとしては確

認できるものの，微量なために数値として発現量を

示すことができなかった。肝臓では，236±66copies

（n＝4）のmRNAが検出され，末梢組織で唯一高い

発現が観察された。

３）グレリンとデスアシルグレリンの濃度比較

イヌ血中に存在するグレリンとデスアシルグレリ

ンの比率を明らかにするために，摂餌１回または２

回の条件で２時間おきに採血した血漿サンプルから

42検体を無作為に選び，同じサンプルでグレリンと

デスアシルグレリンの濃度をそれぞれ測定しその相

関を解析した（図３）。無作為に選んだサンプルでの

グレリン濃度の最高値は62.7fmol/ml，最小値は

13.1fmol/mlであり，平均値は37.2±2.9fmol/ml

（n＝42）であった。一方，デスアシルグレリン濃度

の最高値は464.4fmol/ml，最小値は49.4fmol/

ml，平均値は198.0±20.1fmol/ml（n＝42）であっ

た。図３に示したように両者の濃度間には高い相関

（R＝0.845）が認められた。回帰直線を引き，その傾

きからイヌ血漿におけるグレリンとデスアシルグレ

リンの存在比を推察すると1：5.9となった。

４）血中グレリン，インスリンおよびグルコース

濃度と摂餌との関係

摂餌回数１日１回（9：00）の条件で２時間ごとに

採血を行い，グレリン濃度と摂餌の関係を検討した。

図４に示したように，有意差は認められなかったも

図1 イヌから得られた GHS-R1aのアミノ酸配列と他動物種との比較

イヌ下垂体から GHS-R1aをクロ―ニングしヒト，ラット，ウマ，ブタ，ウシ，パンダ，ニワトリ，キンギョおよびテラピアの GHS-R1a

構造と比較した。黒の網掛けは，全動物種での一致を，灰色の網掛けは半分以上の動物種で一致していることを示している。各種動物

の GHS-R1aのアミノ酸配列は DDBJ/EMBL/GeneBank data baseから得た。
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ののグレリン濃度は摂餌後に減少する傾向があっ

た。すなわち，グレリン濃度の平均値は６時，８時，

10時，12時，14時，16時でそれぞれ38.6fmol/ml，

44.0fmol/ml，45.1fmol/ml，28.6fmol/ml，30.7fmol/

ml，44.7fmol/mlを示し，12時には低下し16～18時

では摂餌前のレベルに戻った（図4Ａ）。グルコース

濃度は摂餌直後にわずかな上昇が観察されたもの

の，すぐに元のレベルに戻っていた（図4Ｂ）。一方，

インスリン濃度は，摂餌後にゆっくりと上昇し16時

にピークを迎えた後に低下した（図4Ｃ）。同一血漿

でグレリン，グルコ―ス，インスリンを測定してい

るので，グレリン濃度とグルコース濃度（53検体），

グレリン濃度とインスリン濃度（53検体），グルコー

ス濃度とインスリン濃度（53検体）の間に相関が認

められるか否かを検討した。相関係数（Ｒ）はそれ

ぞれ0.17，0.4，0.56で，グレリンとインスリン（R＝

0.4），グルコースとインスリン（R＝0.56）の間に有

意（P＜0.05）な相関が認められた。

摂餌回数１日２回（9：00と18：00）の状態にお

いても，グレリン濃度は摂餌後に低下する傾向が

あったが，摂餌回数１日１回の成績と比較すると著

明ではなかった。９時の摂餌前後のグレリン濃度の

平均値は，それぞれ45.7fmol/ml（６時），41.2

fmol/ml（８時），42.0fmol/ml（10時），40.0fmol/

ml（12時），37.6fmol/ml（14時），32.9fmol/ml（16

時）であった。一方，グルコース濃度は摂餌によっ

てもほとんど変化しなかった。対照的に，インスリ

ン濃度は２回の摂餌後それぞれで上昇した（図５）。

同一検体におけるグレリン濃度とグルコース濃度

（53検体），グレリン濃度とインスリン濃度（53検

体），グルコース濃度とインスリン濃度（53検体）の

相関係数はそれぞれ0.22，0.1，0.12であり，１日

１回摂餌とは異なり，いずれの組合せでも有意な相

関は認められなかった。

図2 イヌ GHS-R1aの系統樹解析

イヌ GHS-R1aの系統的な位置を解析するためにMEGA4のNJ法（http://www.megasoftware.net/）を用い

て GHS-R1aの系統樹を作成した。ヒトmotilin receptor（MTLR），neuromedin U receptor-1（NMUR1），

neurotensin receptor-1（NTSR1）も近縁ペプチドの受容体として示した。分岐の数値は bootstrap値を，動物

種の横にある括弧内の数字はイヌ GHS-R1aのアミノ酸配列を100とした時の相同性を示す。
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５)48時間絶食イヌにおけるグレリン，インスリ

ンおよびグルコース濃度の変動

前述の結果から，２時間の間隔で採血を行った場

合，摂餌によりグレリン濃度が減少する傾向が示さ

れ，その傾向は１日１回摂餌の方が著明であった。

そこで，絶食期間を48時間として摂餌後の血漿グレ

リン，インスリン，グルコース濃度の推移を観察し

た。48時間絶食させ午前９時に餌を与えた場合，血

中グレリン濃度は給餌後約40分後から低下し始め，

１時間20分後には最低値を示した（図6Ａ）。グレリ

ン濃度は，この状態（20～28fmol/ml）で約２時間

程度推移したが，５時間後（14時）からゆっくりと

上昇し，摂餌前とほぼ同じレベルに戻った（図6Ａ）。

摂餌前１時間（８時～９時，４回採血）のグレリン

濃度は37.5±3.7fmol/ml（n＝16），摂餌１時間後

（10時～11時，４回採血）のグレリン濃度は24.6±

2.3fmol/ml（n＝16）であり，両値の間には有意差

が認められた。摂餌によって，グルコース濃度は多

少変動したが，100mg/dl前後で推移し著明な変化

は認められなかった（図6Ｂ）。一方，インスリン濃

度は摂餌後に0.5ng/mlから2.0ng/mlまでゆっ

くりと上昇した（図6Ｃ）。

図７には，48時間絶食したイヌで摂餌を行わな

かった場合の血漿グレリン濃度の変化を示した。４

頭中３頭のイヌ（Dog 2，3，4）において，グレリン

濃度がサージ様に増加していた。Dog 2，3において

サージ様変化は周期的に出現し，その周期はおよそ

２時間であった。一方，この時にグルコースおよび

インスリンは著明な変化を示さず，それぞれ90mg/

dl前後，0.5ng/ml前後の値であった。

６）各種疾患と血中グレリン濃度との関連

正常ビーグル犬の摂餌前のグレリン濃度は，

37.2±6.0fmol/ml（n＝10）と算出され，この値を

健康なイヌのグレリン濃度と考えた。今回，２例以

上の症例があった疾患でグレリン濃度を測定した

図3 同一血漿サンプルにおけるグレリン濃度とデスア

シルグレリン濃度の比較

同一血漿サンプル中のグレリンとデスアシルグレリン濃度をそ

れぞれのぺプチドを特異的に測定できる ELISA kit（方法参照）で

測定し，グレリン濃度（fmol/ml）を横軸，デスアシルグレリン濃度

（fmol/ml）を縦軸にプロットし両者の関係を解析した。回帰直線の

式はY＝5.9X－21.4，相関係数と有意性は R＝0.85および P＜

0.0001であった。

図4 摂餌１日１回条件（9：00）での血漿グレリン，グ

ルコースおよびインスリン濃度の日内変動

２時間おきに12回の採血を行い，それぞれの時点での血漿グレ

リン（Ａ），グルコース（Ｂ）およびインスリン濃度（Ｃ）を測定し

日内変化として示した。矢印は摂餌時間（9：00）を示す。各点は平

均値と標準誤差（n＝4-5）である。
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が，消化器系疾患では，多中心型リンパ腫で25.3±

9.2fmol/ml（n＝7），消化器型リンパ腫で8.9±1.4

fmol/ml（n＝5），炎症性腸疾患で20.8±8.0fmol/

ml（n＝3），リンパ管拡張症で11.6fmol/ml（n＝2）

であり，消化器型リンパ腫において有意なグレリン

濃度の低下が認められた。一方，内分泌性疾患では，

甲状腺機能低下症で27.3±6.3fmol/ml（n＝5），

クッシング病で14±6.1fmol/ml（n＝3），アジソン

病で44.4fmol/ml（n＝2）であり，クッシング病で

有意な減少が認められた。

図5 摂餌１日２回条件（9：00と18：00）での血漿グレ

リン，グルコースおよびインスリン濃度の日内変

動

２時間おきに12回の採血を行い，それぞれの時点での血中グレ

リン（Ａ），グルコース（Ｂ）およびインスリン濃度（Ｃ）を測定し

日内変化として示した。矢印は摂餌時間（9：00と18：00）を示す。

18時においては，採血後に餌を与えている。各点は平均値と標準誤

差（n＝4-5）である。

図6 摂餌による血漿グレリン，グルコースおよびイン

スリン濃度の変化（48時間絶食イヌを用いての検

討）

実験日の９時まで48時間の絶食を行った後，９時に摂餌させ最

初の１時間は10分間隔，10時からは20分間隔で14時40分まで採

血した。得られた血漿中のグレリン（Ａ），グルコース（Ｂ）および

インスリン濃度（Ｃ）を測定し経時変化として示した。矢印は摂餌

時間（9：00）を，点線は摂餌前の平均値を示した。各点は平均値と

標準誤差（n＝4）である。
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デスアシルグレリン濃度は正常イヌでは189±44

fmol/ml（n＝4）であったが，多中心型リンパ腫で

202±25fmol/ml（n＝7），消化器型リンパ腫で114±

34fmol/ml（n＝5），炎症性腸疾患で196±58fmol/

ml（n＝3），リンパ管拡張症で98fmol/ml（n＝2），

甲状腺機能低下症で311±75fmol/ml（n＝5），クッ

シング病で124±24fmol/ml（n＝3），アジソン病で

397fmol/ml（n＝2）となり，消化器型リンパ腫と

クッシング病で減少する傾向が見られたが有意な変

化ではなかった。

同一血漿サンプルでのグレリン，デスアシルグレ

リン濃度の測定値から両者の比（デスアシルグレリ

ン：グレリン）を算出すると，正常イヌでは5.1，多

中心型リンパ腫では8.0，消化器型リンパ腫では

12.8，炎症性腸疾患では9.3，リンパ管拡張症では

8.9，甲状腺機能低下症では11.4，クッシング病では

8.9，アジソン病では9.0となり，いずれの疾患でも

デスアシルグレリン：グレリンの比率が増加する傾

向が認められた。

４．考 察

本研究では，獣医臨床上重要な動物種であり，in
 

vivoでグレリンにより消化管運動の亢進が起きな

い（Ohno et al., 2006）イヌにおいて，グレリンの

作用点である GHS-R1aの構造を決定し，その組織

分布を初めて明らかにした。また，種々の摂餌条件，

疾患下でグレリン濃度を測定し，グレリンの生理的

または病態生理学的な意義についても考察した。

今回，イヌの下垂体から同定した GHS-R1a（グレ

リン受容体）は349個のアミノ酸残基からなり，他

の哺乳類の GHS-R1a（364～366個）と比較し長さが

短かった。また，系統樹解析でイヌ GHS-R1aは他の

哺乳動物の GHS-R1aとは異なったクレードに分類

されたことから，イヌが比較に用いた哺乳類とは異

なる進化の過程をたどった可能性が推察される。イ

ヌ GHS-R1aの構造を100％とした場合，他の哺乳

図7 絶食時における血漿グレリン濃度の変動

49時間絶食したイヌ４頭から20分毎に採血し，それぞれのイヌ（Dog1～Dog4）における血漿グレリン濃度の変動を示した。４頭中３頭の

イヌにおいてグレリン濃度が空腹期にサージ様に増加した。矢印はグレリン濃度のピークを示す。
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類との相同性は85～87％とほぼ一定であった。

GHS-R1aのリガンドとなるグレリンの構造が種々

の哺乳類でも報告されているが，Ｎ末端の1～10位

のアミノ酸構造（GSS(n-octanoyl)FLSPEHQ）は完

全に保存されており，イヌグレリンとラットグレリ

ンを比べても12位のロイシン（イヌ）がアラニン

（ラット）に変わっているにすぎない（Kojima and
 

Kangawa,2005）。以上のことから，グレリン/GHS-

R1a系では，リガンドよりも受容体の動物種差の方

が顕著であることがわかる。イヌ GHS-R1a構造の

差異は，グレリンに対する反応性がイヌで他の動物

種と異なってくる可能性を示唆するので，今後，受

容体発現細胞を利用し受容体の機能解析を行うこと

が必要であろう。グレリンは食欲を調節し，生体の

エネルギーバランスの調節に関与するペプチドであ

るので（Nakazato et al.,2001;Kojima and Kang-

awa,2005），イヌ GHS-R1aのアミノ酸配列が他の

動物と異なる理由のひとつに食性の違い（肉食，雑

食，草食）を挙げることができるかもしれない。こ

の仮説を確かめるためには，肉食のネコなどを用い

GHS-R1aの配列や組織分布を調べ，イヌを含めた

他の動物種と比較を行う必要がある。

GHS-R1a mRNAのイヌ中枢神経系での発現を

調べたところ，これまでのヒト，ラット，モルモッ

トにおける報告（Guan et al.,1997;Gnanapavan et
 

al.,2002,Ueberberg et al.,2009;Kitazawa et al.,

2011）に一致して，下垂体や視床下部での発現が高

かった。このことは，グレリンがイヌで GH放出を

促進する（Ohno et al.,2006），または摂餌量を増加

させる（Yokoyama et al., 2005b, Kudoh et al.,

2009）という生理作用を支持する結果であった。ヒ

ト，ラットおよびモルモットにおける検討では，嗅

球，小脳での GHS-R1a mRNAの発現は低値であっ

たが，イヌではこの部位での発現が比較的高かった。

イヌにおいては，運動や嗅覚などにグレリンが関与

している可能性が示唆される。末梢組織での発現は

中枢神経系での GHS-R1a mRNAの分布に比べて

極めて低く，PCRでバンドとして確認できても定量

的 PCRでは数値化できなかった。グレリンはラッ

トにおいて消化管の運動を亢進するが（Fujino et
 

al., 2003;Edholm et al., 2004;Depoortere et al.,

2005），イヌではその作用は見られない（Ohno et al.,

2006）。このような背景の上で消化管における GHS-

R1aの発現に注目したが，イヌの消化管には GHS-

R1a mRNAがほとんど発現していなかったこと

は，in vivoの成績を支持するものである。消化管に

おける GHS-R1aの発現についてはこれまで，ヒト

（Takeshita et  al., 2006），モルモット，ラット

（Kitazawa et al.,2011）および鳥類（ニワトリ，ウ

ズラ）（Kitazawa et al.,2009）で検討されており，

モルモット以外では GHS-R1aの明らかな発現が確

認され，特に鳥類では消化管部位に依存して発現量

が変わることが知られている（そ嚢，腺胃，結腸で

高発現）。一方，モルモットでは，イヌの場合と類似

し消化管各部位での GHS-R1a mRNAの発現は極

めて低かった（Kitazawa et al.,2011）。ラットやニ

ワトリでは，消化管に GHS-R1aの発現が認められ

ることと一致して，グレリンが摘出消化管において

も収縮反応を誘起するが（Edholm et  al., 2004;

Depoortere et al.,2005;Kitazawa et al.,2009），モ

ルモットの摘出消化管はグレリンに反応を示さない

（Nakamura et al.,2010;Kitazawa et al.,2011）。

これらのことから，イヌ摘出消化管標本でもグレリ

ンに対する収縮反応は認められないことが推察され

る。

今回，グレリンと摂餌との関係を明らかにするた

めにグレリン濃度に与える摂餌の影響を検討した。

これまでイヌ血漿中のグレリン濃度に関しては，

10.3fmol/ml（Yilmaz et al.,2007），10～40fmol/

ml（Zietlow et al.,2010），45fmol/ml（Bhatti et
 

al.,2006），60fmol/ml（Yokoyama et al.,2005a），

260fmol/ml（Yilmaz et al.,2008）など様々な報告

があり，今回の測定値もこれまでの報告の範囲内で

あった。本研究においてイヌ血漿中のグレリンとデ

スアシルグレリンの存在比は1：5.9と推定され，こ

の値はYokoyamaら（2005a）の報告（1：4）にほ

ぼ一致していた。グレリンとデスアシルグレリンの

存在比は，ラットやマウスでは1：10（Hosoda et
 

al., 2000b; Janssen et al., 2011），ヒトでは1：

6（Goodyear et al.,2010;Shiiya et al.,2011）と報

告されており，イヌにおける両者の比率はヒトに近

いことがわかる。このようにグレリンとデスアシル

グレリンの存在比に差が出る原因として，デスアシ

ルグレリンに脂肪酸を付加する酵素（GOAT）の活

性が動物により異なっている可能性が挙げられる。

また，食餌中のオクタン酸の量が増えるとグレリン

濃度が上昇することが知られており（Yamato et
 

al.,2005），摂取する食餌の脂肪酸量とその種類によ

りグレリン/デスアシルグレリンの比率が変わって

くる可能性もある。本研究において，１日１回また

は２回の摂餌条件でグレリンの日内変動を検討した

が，いずれの場合にもグレリン濃度は摂餌後に有意

ではないが低下する傾向にあった。グレリン濃度の

減少は１日１回の摂餌の方で著明だったので，空腹

304 北 澤 多喜雄・他



期の長さとグレリン濃度低下との間に関係があると

考え48時間の絶食後に摂餌の影響を観察したとこ

ろ，有意なグレリン濃度の低下が確認できた。これ

らの成績は，これまでイヌで行われた同様な実験の

結果（Yokoyama et al.,2005b;Bhatti et al.,2006）

や他の動物種での結果（Cummings et al., 2001;

Tschop et al., 2001）と一致していた。イヌにおい

てグレリンにより摂餌量が増加するという報告

（Yokoyama et al.,2005b;Kudoh et al.,2009）と考

え合わせると，ヒトやラットと同様にイヌにおいて

もグレリンは摂餌を誘起するホルモンとして空腹期

に増加，また摂餌により低下して摂餌量を調節し，

エネルギーバランスの恒常性に寄与すると考えられ

る。今回，48時間以上絶食したイヌ（空腹期）でグ

レリン濃度を20分間隔で測定したところ，血中グレ

リン濃度が周期的に変動する可能性が示された。

Zietlowら（2010）は，意識下イヌで消化管運動を測

定しながら採血，ホルモン測定を行い，グレリンと

モチリンいずれもが周期的に変動をすることを報告

している。それによると，空腹期ではモチリン濃度

のピークに一致して胃に伝播性収縮の Phase 3が

出現するが，モチリン濃度が低下した後に70％近い

確率でグレリンのピークが観察され胃運動は Phase
 

1に移行するという。すなわち，空腹期のイヌにおい

てモチリンとグレリンはいずれも周期的に変化し，

前者は Phase 3（伝播性強収縮），後者は Phase 1（収

縮の静止期）の構築に関与していると考えられる。

前述したように，これまでの報告および本研究でも

イヌ血中グレリン濃度の測定値には大きなばらつき

が認められたが，その原因のひとつとしてグレリン

濃度が周期的に変動していることが関係しているの

かもしれない。Zietlowら（2010）によれば，空腹期

の周期的なモチリン，グレリン濃度の変化は，摂餌

により消失し，食後期は両ホルモンともに低いレベ

ルに維持されているという。

本実験においては，摂餌時にインスリンとグル

コースの経時変化も解析した。摂餌によってグレリ

ンは低下する傾向にあったが，逆にインスリン濃度

はゆっくりと上昇し，グルコース濃度はほとんど変

化しなかった。これらの結果は，Bhattiら（2006）

のイヌを用いた実験の成績とよく一致していた。今

回測定した３つの物質の関係については，①グル

コースの経口，血中投与によりグレリンの血中濃度

が低下すること（McCowen et al.,2002;Shiiya et
 

al.,2002），②グレリンがインスリン分泌を抑制し，

グルカゴン分泌を促進すること（Dezaki et  al.,

2004;Chuang et al.,2011），③インスリンがグレリ

ン分泌を抑制すること（Kamegai et al.,2004），④

グルコースの上昇によりインスリンの分泌が上昇す

ること，が知られている。これらの関係を体系的に

考え併せると，摂餌により栄養素が吸収されグル

コースが上昇し始めると，上昇によりグレリンの分

泌が抑制され，インスリン分泌に対する抑制が解除

される。また，グルコースは直接インスリン分泌も

刺激するのでインスリンが徐々に上昇し，このイン

スリンの上昇はグレリン分泌をさらに抑制するとと

もにグルコースの上昇を抑制し，血中グルコースレ

ベルをほぼ一定に維持していると推察できる。すな

わち，イヌにおいてもグレリンは血中グルコース濃

度のホメオスタシスに重要な役割を果たしていると

考えられる。

これまでのヒトを含めた研究から，グレリンが神

経性食欲不振症（Ariyasu et al.,2001），肥満，糖尿

病（Pusztai et al.,2008），消化管運動不全，過敏性

腸症候群や消化器系の癌と関連することが明らかに

なっている（Sjolund et al., 2010; Jeffery et al.,

2011）。一方，イヌにおいては，肥満イヌで血中グレ

リン濃度が上昇する（Yokoyama et al.,2005b），起

炎刺激によりグレリン濃度が増加する（Yilmaz et
 

al.,2008）という報告があるにすぎない。本研究は，

附属動物病院に来院した疾患イヌの血中グレリン，

デスアシルグレリン濃度を網羅的に測定し，疾患に

よりグレリン濃度が変化するか否かを検討した。そ

の結果，検討した疾患（多中心型リンパ腫，消化器

型リンパ腫，炎症性腸疾患，リンパ管拡張症，甲状

腺機能低下症，クッシング病，アジソン病）のうち，

消化器型リンパ腫，クッシング病でグレリン濃度が

減少する傾向が見られた。また，興味深いことに，

疾患イヌにおいて，ほとんどのケースでデスアシル

グレリンとアシルグレリンの比率（正常では5-6）が

上昇し，8-12になっていた。比率が上昇する原因と

しては，グレリン濃度の低下またはデスアシルグレ

リン濃度の上昇が考えられる。グレリンの合成に必

要なオクタン酸の多くは食餌から供給される

（Yamato et al.,2005）。従って，病気により食欲が

低下して長期間低栄養状態になるとデスアシルグレ

リンからグレリンへの合成が抑制され，今回のよう

な比率の変化が起きる可能性がある。この場合，グ

レリン濃度の変化は疾患により引き起こされた二次

的な変化となる。今回の解析では，イヌにおいても

ある種の疾患で血中のグレリン濃度が変化する可能

性が示唆された。しかしながら，この変化が病気に

直接起因する変化なのか，間接的な変化なのかも含

め，イヌの病態とグレリンとの関係を明らかにする
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ためには，更に症例数を増やし調べることや，特定

の疾患に標的を絞った解析が必要と考えられる。

５．ま と め

本研究は，獣医臨床上，重要な動物であり，グレ

リンの消化管運動におよぼす影響が他の哺乳類とは

異なっているイヌに注目しグレリン関連の基礎的知

見を集めることを目的とした。検討した点は，①

GHS-R1aの構造と他動物種との比較，②GHS-R1a

の組織分布，③摂餌および絶食が血中グレリン濃度

に与える影響，④イヌの各種疾患におけるグレリン

濃度の変化，の４点である。得られた結果を以下に

まとめる。

１)イヌの GHS-R1aは349個のアミノ酸から構成

され，ブタ，ウシ，ウマ，ウサギ，ラット，マウ

ス，モルモット，ヒトなどの哺乳動物とは85～

87％程度の相同性を示した。

２)イヌ GHS-R1a mRNAの発現は下垂体で最も

高く，次いで嗅球，小脳，視床下部が高かった。

大脳皮質，海馬，視床，中脳，橋および延髄でも

発現が認められた。一方，末梢組織（食道，胃食

道部，胃幽門部，十二指腸，空腸，回腸，結腸，

心房，心室，腎臓，副腎，膵臓）での発現は無視

できるレベルであり，唯一肝臓のみで発現が検出

された。

３)イヌ血漿中のグレリン濃度は37.2±2.9fmol/

ml（最高値は62.7fmol/ml，最小値は13.1fmol/

ml），デスアシルグレリン濃度は198.0±20.1

fmol/ml（最高値は464.4fmol/ml，最小値は49.4

fmol/ml）であった。これらの値からグレリンとデ

スアシルグレリンの存在比は1：5.9と推察され

た。

４)血漿グレリン濃度は摂餌により低下する傾向が

あった。この減少は48時間の絶食後の摂餌時に著

明であった。摂餌によっても血中グルコースには

顕著な変化は認められなかったが，インスリンは

ゆっくりと増加した。48時間絶食させ摂餌を行わ

ないイヌにおいて血中グレリン濃度はサージ様に

上昇し一部のイヌでは周期性も認められた。

５)血漿グレリン濃度を検討したイヌの疾患（多中

心型リンパ腫，消化器型リンパ腫，炎症性腸疾患，

リンパ管拡張症，甲状腺機能低下症，クッシング

病，アジソン病）の内，消化器型リンパ腫，クッ

シング病において，血漿グレリン濃度が減少した。

また，疾患イヌにおいて，ほとんどのケースで，

デスアシルグレリンとグレリンの比率が正常イヌ

に比べて上昇していた。

系統樹解析の結果から，イヌの GHS-R1aは他の

哺乳動物のそれとは異った遺伝子進化を経てきた可

能性が示唆された。中枢神経系における分布は他の

哺乳類とほぼ一致していたが，末梢組織での分布は

肝臓以外では極めて微量であった。イヌにおいても

血中グレリン濃度は摂餌により低下する傾向があ

り，グルコース濃度やインスリン濃度に影響を与え，

エネルギーバランスの恒常性に寄与していると考え

られた。本研究ではいくつかの疾患で血中グレリン

濃度の変動を認めたが，変動するメカニズムを含め，

イヌの病態とグレリンの関連性を体系づけるには更

に多くの検討が必要と思われる。
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Summary
 

Ghrelin is an endogenous ligand for growth hormone secretagogue-receptor (GHS-R)1a and mediates
 

various physiological responses, including growth hormone release, appetite control and gastrointestinal
 

function. The dog is a unique animal species in that gastrointestinal motility is not stimulated by ghrelin.

In this study,we identified GHS-R1a in the dog and examined its tissue distribution. In addition,changes
 

in plasma ghrelin concentration caused by food intake or diseases were characterized using Beagle dogs and
 

dogs that were brought to the animal hospital of Rakuno Gakuen University. Canine GHS-R1a was
 

identified in pituitary cDNA,and consisted of 349 amino acids. The identity of the canine receptor was 85%

to other mammalian GHS-R1a. Expression levels of GHS-R1a mRNA were high in the pituitary,olfactory
 

bulb and cerebellum,moderate in the hypothalamus,pons,midbrain and medulla oblongata,and low in the
 

cerebral cortex, thalamus and hippocampus. On the other hand, expression levels in peripheral tissues
 

including the gastrointestinal tract were extremely low. In Beagle dogs, ratio of plasma ghrelin and
 

des-acyl ghrelin was 1:5.9. After feeding, plasma ghrelin level decreased, but insulin level increased,

resulting in maintenance of glucose level despite feeding. In the fasting period,plasma ghrelin changed
 

periodically. Comprehensive measurements in plasma from diseased dogs showed the marked changes in
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plasma ghrelin levels and in des-acyl ghrelin/ghrelin ratio in some of the dogs. In summary, canine
 

GHS-R1a was identified, and its distribution was characterized. In dogs, it was suggested that ghrelin
 

participates in the regulation of feeding behaviors and plasma glucose homeostasis as in other mammals.

Ghrelin might be involved in the development of some diseases in dogs. Therefore, further studies are
 

necessary to clarify the relationship between ghrelin level and canine diseases.
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